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RESUMO

Kombuch& é uma bebida milenar com alegacao de propriedades funcionais, formada
a partir de duas fases, uma liquida na qual se encontra uma complexa comunidade
de microrganismos com alegacao probidtica, e uma fase solida constituida por uma
membrana celulolitica produzida por parte dos microrganismos que também ficam
aderidos. A celulose bacteriana (CB) produzida pela Kombucha é um biopolimero
produzido pela bactéria Glucanobacter xylinus que precisa de meio de cultivo caros
para sua producdo. A presente pesquisa teve por objetivo analisar a obtencdo de
biomembrana (membrana celulolitica) a partir da cultura simbiética da bebida tipo
Kombuchd utilizando como substrato residuos agroindustriais de abacaxi e maca, em
diferentes concentracdes (10, 20 e 30%). Indculos da cultura inicial, fornecida por uma
produtora de Kombucha caseira, foram adicionados para fermentacao nos substratos
de residuos agroindustriais previamente citados, sendo usado o cha verde como
controle. O processo de fermentacéo foi acompanhado nos tempos 7,14 e 21 dias, a
temperatura ambiente 28+2 °C, em repouso. Sendo avaliados pH, sélidos soluveis
totais, glicose e proteinas totais durante todo o processo fermentativo. A membrana
de celulose bacteriana formada na fermentacdo foi removida da superficie do meio
por pingas, seguida de lavagens para obter uma membrana purificada. Foi analisado
0 peso Umido e peso seco, sendo o abacaxi como melhor fonte de obtencédo de CB,
produzindo 3,30 g/L de massa seca em 14 dias de fermentacdo, apresentando pH 3,6
e consumo de glicose e proteina, 16,19 mg/dL e 6,62 mg/dL respectivamente. As CB
foram avaliadas quanto suas caracteristicas estruturais por espectroscopia na regiao
do infravermelho obtendo picos semelhantes ao da celulose tipo I, microscopia
eletrbnica de varredura e sua cristalinidade préximos a 80% por difracdo de Raio X. A
atividade antimicrobiana foi avaliada pela técnica de microdiluicdo contra
microrganismos patogénicos, tendo sido observada inibicdo 97,5% frente a cepa de
Pseudomonas aeruginosa. Mediante aos resultados obtidos pode-se concluir que o
uso de substratos alternativos de baixo custo para obtencéo de celulose bacteriana

possui um potencial promissor.

Palavras-chave: Fermentacdo; Celulose bacteriana; Biopolimero; Atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

Kombucha is a millennial beverage with claimed functional properties, formed from two
phases, a liquid phase in which a complex community of microorganisms with probiotic
claims is found, and a solid phase consisting of a cellulolytic membrane produced by
a part of the microorganisms that are also adhered. The bacterial cellulose (BC)
produced by Kombucha is a biopolymer produced by the bacterium Glucanobacter
xylinus that needs an expensive culture medium for its production. The present
research aimed to analyze the obtention of biomembrane (cellulolytic membrane) from
the symbiotic culture of Kombucha beverage using pineapple and apple agro-industrial
wastes as substrate in different concentrations (10, 20, and 30%). Inoculum from the
starter culture, provided by a homemade Kombucha producer, was added for
fermentation on the previously mentioned agro-industrial waste substrates, and green
tea was used as a control. The fermentation process was followed for 7, 14, and 21
days, at room temperature 28+2 °C, at rest. pH, total soluble solids, glucose, and total
proteins were evaluated during the whole fermentation process. The bacterial cellulose
membrane formed in the fermentation was removed from the surface of the medium
by tweezers, followed by washes to obtain a purified membrane. Wet weight and dry
weight were analyzed, and pineapple was the best source to obtain CB, producing
3.30 g/L of dry mass in 14 days of fermentation, presenting pH 3.6 and glucose and
protein consumption, 16.19 mg/dL and 6.62 mg/dL respectively. The CB were
evaluated for their structural characteristics by spectroscopy in the infrared region,
obtaining peaks like type I cellulose, scanning electron microscopy and its crystallinity
close to 80% by X-ray diffraction. The antimicrobial activity was evaluated by the
microdilution technique against pathogenic microorganisms, and a 97.5% inhibition
was observed against the Pseudomonas aeruginosa strain. Based on the results
obtained, it can be concluded that the use of alternative low-cost substrates to obtain

bacterial cellulose has a promising potential.

Key words: Fermentation; Bacterial cellulose; Biopolymer; Antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

A Kombucha consiste numa associacdo simbiotica de bactérias e leveduras,
acomodadas numa matriz de celulose sintetizada por bactérias acéticas (SANTOS,
2016). Essa cultura simbiédtica € responsavel pelo processo de fermentacdo. A sua
origem ainda € incerta, mas acredita-se que tenha surgido na Manchuria, no nordeste
da China, sendo conhecida como o cha da imortalidade (KAUFMANN, 2013). O
preparo dessa bebida acontece por meio de uma infusédo de folhas fresca, sendo o
cha a base da fermentagdo. Suas caracteristicas variam dependendo de diversos
fatores, tais como a solucdo que sera utilizada como substrato, 0s microrganismos
presentes na cultura mae e o tempo de fermentacdo (CHAKRAVORTY et al., 2016;
JAYABALAN et al., 2014).

Durante a fermentacdo, além do acido acético, sdo produzidos diferentes
compostos como etanol, acido latico e glucurénico, isso se da devido a presenca de
vérias cepas de bactérias e leveduras. A bebida final também contém uma grande
guantidade de polifendis derivados do cha (CHAKRAVORT et al., 2016; JAYABALAN
et al., 2007). E importante também citar que durante a fermentacdo as bactérias de
acido acético produzem um biofilme composto por fibrilas de celulose pura, que possui
grande capacidade de retencdo de agua, alta cristalinidade e termo estabilidade
(EMILJANOWICZ, 2019). A matriz de celulose bacteriana da kombucha é rica em
proteinas, fibra e aminoacidos essenciais e possui efeitos de inibicdo de crescimento
de bactérias contaminantes.

Matriz de celulose fermentada por bacteriana tem se mostrado como um
biopolimero com amplas possibilidades de aplicacdes, devido as suas caracteristicas
como a biodegradabilidade, pureza e biocompatibilidade que permitem sua aplicacao
em diversas areas (KESHK, 2014). Os usos potenciais para uso da celulose
bacteriana sdo nas areas de cosmético, eletrbnica, tratamento de efluentes,
biomédica. Porém os altos custos de meio de cultivo e os baixos rendimentos obtidos
durante o cultivo tornam esse tipo de producdo em larga escala inviavel. Alguns
autores tém apostado em alternativas mais viaveis tanto economicamente quanto
ambientalmente para a producdo de celulose bacteriana com o uso de residuos
agroindustriais ou coprodutos como substrato para a fermentacao, uma vez que estes

contém fontes de carbono e nitrogénio que podem ser utilizadas para producédo de
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celulose bacteriana (CARREIRA et al., 2011; JOZALA et al., 2014; LESTARI et al.,
2014)

Os consumidores desta bebida tém referido que esta alivia dores de cabeca,
tem propriedades desintoxicantes, reduz o nivel de colesterol, promove bom
funcionamento do figado, previne problemas digestivos e circulatérios, retarda o
envelhecimento, melhora o metabolismo e viséo, diminui a incidéncia de inflamacdes,
entre outros efeitos (DUFRESNE, 2000; JAYABALAN et al., 2014). Apesar de os
estudos atuais ndo comprovarem totalmente os efeitos desta bebida no organismo
humano, ela apresenta potencial como alimento com alegacéo funcional por ser um
produto rico em termos nutricionais e deve ser consumido como parte de uma dieta
saudavel (SANTOS, 2016).

Por sua matriz de celulose bacteriana ser rica em proteinas, fibra e amino&cidos
essenciais e possuir efeitos de inibicdo de crescimento de bactérias contaminantes,
vé-se a possibilidade de oferecer a partir dessa matriz um produto benéfico a saude
humana. O interesse neste estudo é de colaborar com a &rea de biopolimero, advindo
de uma base pouco conhecida, verificando as possibilidades de suas aplicagdes.
Utilizando como base residuos agroindustriais no desenvolvimento de meio de cultura
gue favorecam o aumento da producéo de celulose bacteriana, tendo como vantagem
nao sO6 a reducdo nos custos de producdo como também reducdo de impactos
ambientais causadas pelo descarte destes residuos no ambiente (CACICEDO et al.,
2016; FAN et al., 2016).

Diante do apresentado, o objetivo geral do presente trabalho é avaliar a
producdo e caracterizacdo da biomembrana de celulose microbiolégica oriunda da
fermentacao da Kombuch& usando diferentes extratos de residuos agroindustrias de

abacaxi e maca.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Producédo e caracterizacdo de biomembrana de celulose microbiolégica por
fermentacao de cultura estatica pela simbiose de bactérias e leveduras encontrada na
Kombuch@, através do uso de extratos de residuos agroindustrias de abacaxi e maca

como fonte de carbono.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Avaliar a influéncia das concentragcbes dos residuos agroindustriais na
producdo de massa da biomembrana em bebida tipo Kombucha.

e Avaliar alteracdo de pH, sélidos soluveis totais (°Brix), peso Umido e peso seco
durante o processo fermentativo.

e Avaliar as alteracdes de glicose e proteinas durante a fermentacao.

e Caracterizar a estrutura da biomembrana celulolitica formada durante o
processo de fermentacdo da bebida tipo Kombucha obtidas nos diferentes

meios de cultivo através das andlises de FTIR, DRX e MEV.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 CONCEITUACAO E EVOLUGCAO HISTORICA DA KOMBUCHA

A Kombucha é uma bebida histérica caracterizada por ser refrescante,
adocicada e levemente acida. Sua obtencédo se da por meio da fermentacéao realizada
a partir de chd adogado que passa pela acdo de um biofilme constituido através da
associacdo simbiotica entre bactérias e leveduras, denominada tecnicamente de
SCOBY (simbiotic culture of bacteria and yeast). A partir da fermentacao € formada a
bebida, essencialmente, por duas partes distintas: uma pelicula celulésica e um caldo
em forma liquida que é principalmente acidificado (BLAUTH, 2019).

Figura 1. Kombucha: SCOBY imerso em cha verde.

Fonte: Autor (2022).

De acordo com a conducdo que é dada ao processo de fermentacdo, a
Kombucha pode ser, inclusive, caracterizada como bebida alc6olica, a depender das
concentracbes de etanol que lhe sdo caracteristicas ao final da producédo. Essa
concentragéo vai variar de acordo com o tempo de fermentacdo e concentracédo de
substrato utilizado. Tecnicamente, outros nomes podem ser atribuidos a bebida, tais
como Fungus japonicus, Olinca, Pichia fermentans, Combuchu, dentre diversos outros
(EL-SALAM, 2012).

De toda forma, € preciso salientar que se trata de uma bebida consumida em
varios lugares do mundo, ainda que sua origem remonte ao nordeste da China, sendo,
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nesta regido, inicialmente valorizada por suas propriedades energizantes e
desintoxicantes. Ja em 414 a.C. foi apresentada ao povo japonés, por meio do médico
coreano cujo nome era Kombu. A proposta da bebida era a de curar problemas
digestivos enfrentados pelo entdo rei Ikyo. Dessa forma, foi a partir dai que a bebida
passou a ser conhecida, inicialmente no Japéo, como Kombucha (BLAUTH, 2019).

A bebida foi introduzida na Europa no inicio do século XX, mas foi somente
apo6s a Segunda Guerra Mundial que o seu consumo verdadeiramente se popularizou.
Em determinados paises da Asia, que acreditam serem berco de sua origem, ainda
existem certas crencas associadas a esta bebida. Tanto que a Kombucha, nesses
locais, era constantemente preparada em casas religiosas (SANTOS, 2016).

No Brasil, especificamente, ndo existe qualquer registro que atestem
informacdes sobre 0 seu consumo ou sua producdo. Apesar disso, é certo que a
producado e comercializacdo da Kombucha € inegavel, de maneira que no ano de 2019
foi editada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a
Instrucdo Normativa n. 41 que estabelece o Padréo de Identidade e Qualidade (PIQ)
da Kombucha (BLAUTH, 2019).

3.1.1 Legislacao

A instrucdo Normativa N° 41/2019 do MAPA contém normas que estabelecem
o Padrao de ldentidade e Qualidade da Kombucha em territério Nacional, sendo
definida como “bebida fermentada obtida através da respiracdo aerdbica e
fermentacao anaerdbica do mosto obtido pela infusé@o ou extrato de Camellia sinensis
e acUcares por cultura simbiética de bactérias e leveduras microbiologicamente ativas
(SCOBY).”

Como ingredientes obrigatorios € descrito agua potavel, infusdo ou extrato
aguoso de Camellia sinensis, acucares e o SCOBY da Kombucha. Tendo como
ingredientes opcionais: infusdo de espécies vegetais em agua, fruta, vegetal,
especiarias, mel, melado e entre outros acucares de origem vegetal, gas carbdnico
puro, fibras, vitaminas, sais minerais e outros. Também é autorizado o uso de aditivos

aromatizantes e corantes naturais (BRASIL, 2019).
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3.2 SCOBY PARA A PRODUCAO DA KOMBUCHA

O uso do SCOBY ¢ voltado, principalmente, para a fermentacao da Kombucha,
consistindo em uma matriz esponjosa celuldsica que se constitui em forma de sino,
identificado, também, como tea fungus. O seu crescimento acontece em condicdes
adequadas tanto de pH quanto de temperatura. Além disso, uma de suas
denominacfes mais comuns, atribuidas a esse tipo de biofilme e responséavel pela
cultura de espécies de bactérias acéticas e leveduras é nome que se atribui a propria
bebida estudada, ou seja, Kombucha (BLAUTH, 2019). Segundo Jayabalan et al.
(2014) a temperatura 6tima para fermentacdo ocorre entre 18 e 25°C.

O mencionado biofilme celuldsico é adicionado ao cha ou mesmo ao substrato
que sofrera a fermentacdo, de maneira que passa a se chamar “cultura méae”. Ao
passo em que a fermentacdo evolui, uma camada nova de SCOBY é percebida na
superficie do liquido que, por sua vez, podera ser utilizacdo na inoculacédo de outro
substrato (SANTOS, 2016).

A microbiota para a Kombuché& pode ser fracionada em duas partes distintas: a
gue esta presente no biofilme celulésico e a que se encontra nos microrganismos
localizados na porc¢éo liquida da bebida. Apesar da microbiota relacionada com o
processo de fermentacdo da Kombucha ser diferente conforme a localizacédo
geografica em que se encontra, € possivel destacar as suas principais familias,
espécies e géneros de leveduras e de bactérias que estdo presentes em todas as
porcdes da Kombucha (EL-SALAM, 2012).

Sendo assim, vale ressaltar que os procariotos mais frequentes no SCOBY sao
as bactérias pertencentes ao género Gluconobacter e Acetobacter, de maneira que a
principal bactéria capaz de criar a rede celulésica flutuante na superficie da bebida é
a Acetobacter xylinum. A descrita rede compreende um metabdlito secundario da
fermentacdo da Kombucha que serve, principalmente, para estruturar fisicamente o
desenvolvimento simbiotico, sendo essa rede celulésica uma das mais relevantes
caracteristicas dessa cultura (OLIVEIRA et al., 2007).

Além das proprias bactérias acéticas, sdo identificadas diversas outras
especies de leveduras na Kombucha. Chakravorty et al. (2016) estudaram
precisamente a cinética microbiologica dessa bebida e identificaram que o género

Candida foi a espécie de levedura mais frequente nas porc¢des de biofilme e liquido.



21

Ja Marsh et al. (2014) constataram a predominancia incontestavel de Saccharomyces

e Zygosaccharomyces nas amostras selecionadas no seu estudo.

3.3 PRODUCAO DA KOMBUCHA: CONSTITUICAO E INGREDIENTES

A IN N°41/2019 anteriormente mencionada especifica quais sdo0 o0s
ingredientes basicos e obrigatorios que fazem parte da constituicdo da bebida, séo
eles: agua potavel, extrato aquoso ou infusdo de Camellia sinensis, aclcares,
leveduras e cultura de bactérias proprias para viabilizar a fermentacdo alcoolica e
acética, considerando sempre os cuidados necessarios a preservacdo da saude
humana (BLAUTH, 2019).

Além dos mencionados ingredientes, € possivel utilizar na fabricacéo da bebida
a infusdo de determinadas espécies vegetais em agua ou mesmo 0S Seus respectivos
extratos, mel, frutas, vegetais, especiarias, outros tipos de acucares de origem vegetal
e até mesmo o gas carbdnico industrialmente puro. Ademais, de acordo com a
legislacéo vigente, é possivel que sejam adicionadas vitaminas, fibras, sais minerais
e outros aditivos em Kombuchda néo alcoolica (EL-SALAM, 2012).

E importante ressaltar que, para que aconteca 0 processo fermentativo e,
consequentemente, a producdo de Kombucha, é fundamental suprir as necessidades
nutricionais dos microrganismos que estéo presentes no SCOBY. Muito embora sejam
diversificados, tais microrganismos usam nutrientes relativamente simples em suas
vias metabdlicas, a exemplo da agua, carbono e alguns elementos minerais
especificos (BLAUTH, 2019).

3.3.1 Chéas e infusfes variadas

O cha ou qualquer outro tipo de infusdo, desempenha uma funcdo muito
importante em todo o processo produtivo da Kombuchd, visto que disponibiliza muitos
dos componentes necessarios ao crescimento dos microrganismos. Além disso,
exerce consideravel influéncia na obtencéo de caracteristicas sensoriais do produto,
logo depois de sua fermentacao (EL-SALAM, 2012).

A cafeina e a teofilina, por exemplo, que se apresentam como elementos do
grupo das purinas e que estdo presentes nos chas sédo essenciais para que 0sS

microrganismos sejam capazes de produzir acidos nucléicos, servindo, ainda, como
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fonte principal de nitrogénio. O uso do cha verde esta se tornando cada vez mais
popular entre aqueles que produzem a Kombucha em raz&o dos diversos beneficios
associados aos polifendis que estao presentes nele (BLAUTH, 2019).

Nesse sentido, € valido destacar que os chéas sao infusbes obtidas por meio da
escalda de folhas e, no decorrer do seu processamento, diversas alteracdes quimicas
acontecem. Para a fabricacdo da Kombucha, por muito tempo, foram utilizados,
prioritariamente, o cha preto e o cha verde, como ja mencionado anteriormente. No
cha preto, por exemplo, as altera¢des quimicas responsaveis por seu escurecimento
sao as de oxidacdo enzimatica, de maneira que esse cha é conhecido, principalmente,
por suas propriedades estimulantes e desintoxicantes (DUFRESNE & FARNWORTH,
2000).

JA& o ch& verde apresente diferencas quimicas e tecnoldgicas quando
comparado ao ché preto. Isso, porque a atividade enzimatica que acontece nesse tipo
de cha é inibida por meio de um tratamento térmico e, assim, ndo existe a etapa da
oxidag&o como acontece no cha preto. Sendo assim, as caracteristicas do cha verde
sao definidas, principalmente, pela composicao basica das folhas ainda no momento
da sua coleta (BLAUTH, 2019).

Atualmente, a fabricacdo da Kombucha nédo se limita apenas a esses tipos de
chas. Compreende-se que, qualquer extrato de planta comestivel associado a
quantidade correta de acUcar pode servir de base para o preparo dessa bebida, sendo
que a unica restricdo é que nenhum dos componentes utilizados iniba o crescimento
do SCOBY.

3.3.2 AclUcares

Quando se trata de microrganismos relacionados na producédo de Kombucha,
a sua fonte de energia € a fonte de carbono, sendo a sacarose a mais utilizada, uma
vez que eles sdo quimiorganotroficos. Esse tipo de fonte € essencial para proporcionar
a biossintese de varios constituintes celulares desses microrganismos, de forma que
os caminhos metabdlicos deles sédo utilizados com o objetivo de transformar
compostos como carboidratos, lipideos e acidos nucléicos em compostos metabadlicos
gue possam, efetivamente, ser metabolizados por vias centrais (RIGO, 2006).

Nesse sentido, as leveduras e as bactérias existentes no SCOBY estdo

envolvidas no processo metabdlico que acontece impulsionado por meio da sacarose.
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As leveduras, por sua vez, possuem a funcao de fermentar a Kombucha, ao passo em
gue se responsabilizam por hidrolisar a sacarose, convertendo-a em acucares mais
simples tais com a glicose e a frutose. Esses aglcares sao convertidos em etanol por
meio de glicdlise e, consequentemente, produzem gas carbdnico. Assim, as bactérias
acéticas fazem uso da glicose para produzir o acido gluconico, utilizam, ainda, a
glicose e a frutose visando produzir celulose e, por fim, o etanol para que seja possivel

produzir o acido acético.

3.3.3 Substratos alternativos

Além dos ingredientes mencionados, alguns substratos alternativos estao
sendo utilizados para possibilitar a fermentacdo da Kombucha. Essa utilizacdo tem
como objetivo principal criar um produto, potencializar as suas propriedades,
principalmente aquelas que se destacam como antioxidantes e sensoriais. De acordo
com os estudos de Vitas et al. (2013), ja se tem registro de uso de substratos,
compreendidos como n&o convencionais, tais como sucos de frutas, leite, vinho e
cerveja. Alguns deles serdo analisados nessa oportunidade.

O primeiro substrato alternativo a ser analisado é o suco de uva vermelha, ja
utilizado por Ayed, Abid e Hamdi (2016) em sua pesquisa. Os autores fizeram a
pesquisa buscando avaliar o potencial de tal alternativa, de maneira que essa
avaliacdo aconteceu para as bebidas sob fermentacdo entre 6 e 12 dias e
considerando os quesitos como intensidade, dogura, aroma, acidez, aceitabilidade e
cor. Por meio das avaliagdes, observou-se que 0 suco em processo de fermentacao
por 12 dias teve uma aceitac&o inferior no que diz respeito ao conjunto de atributos
considerados. Sendo assim, perceberam que 6 dias é o suficiente para a obtencéo de
uma bebida sensorialmente satisfatoria.

Zubaidah et al. (2019) fizeram uso de suco da fruta relacionados a espécie de
palma Salak para o preparo de Kombuchas. Com esse experimento, 0s autores
perceberam que a bebida produzida apresentava um consideravel potencial para
possuir propriedades funcionais, visto que elevou significativamente as atividades

antioxidantes e antibacterianas do suco natural quando ainda nao fermentado.
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3.4 RESIDUOS AGROIUNDUSTRIAIS

Devido a grande preocupacgédo com a contaminacdo ambiental pelo descarte
incorreto de subprodutos agroindustriais e, com o acentuado desperdicio de alimentos
desprezados pela industria de alimentos e pela populacao, a utilizacdo de subprodutos
vegetais vem recebendo atencéo especial dos pesquisadores, devido as suas valiosas
propriedades nutricionais (TEIXEIRA, 2013).

Estima-se que a producdo mundial de residuos agroindustriais atinja 1,3 bilh&o
de toneladas por ano, sendo 1/3 desse total desperdicados como residuos (FAO,
2013). O agronegdcio no Brasil é bastantes produtivo e promissor, influenciando
dessa forma na grande producéo de residuos (MAPA, 2018).

O aproveitamento desses residuos é uma forma de diminuir os impactos
ambientais causados pelo descarte feito de forma incorreta no meio ambiente. O
bioprocessamento é uma maneira de aproveitar esses residuos para a producao de
produtos com possivel valor agregado (MARZO et al., 2019).

Atualmente, diversos processo ja tem sido desenvolvido com a utilizagdo
desses residuos. Apesar da grande diversidade metabdlica, estes residuos ndo séo
sempre de facil utilizacdo e requer diversos estudos para otimizar suas melhores
condi¢cOes de uso antes da aplicagao final (SINGH, 2009).

Dessa forma, a producdo de bioprodutos oferece uma alternativa para a
agroindustria (SCHALCHLI et al., 2016), atendendo ao apelo a problemas ambientais
e sustentaveis, onde cada vez mais o consumidor tem preferéncia por produtos
naturais, biodegradaveis e amigo do ambiente (DIAZ; BLANDINO; CARO, 2018).

3.5 FERMENTACAO DA KOMBUCHA

A fermentacdo da Kombucha acontece de maneira espontanea e rapida, em
razao do biofilme celuldsico que € enriquecido com diversas espécies de bactérias e
leveduras. Ja se sabe que as comunidades de bactérias e leveduras caracteristicas
da bebida atuam em uma relac¢édo simbidtica durante o procedimento de fermentacao.
O biofilme presente realiza o processo de fermentacéo da bebida e faz com que ele
seja extremamente similar ao processo do vinagre, de modo que cada fermentacao
da origem a uma nova camada de biofiime, capaz de ser utilizada em futuras
fermentacdes (BLAUTH, 2019).
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As fermentacfes espontaneas, de maneira geral, sdo compreendidas como
mais dificeis de se controlar quando comparadas as fermentacdes induzidas, visto
gue no primeiro processo nao se conhece a microbiota por completo, 0 que impacta
nas condi¢des para proporcionar o ambiente de fermentacdo adequado (EL-SALAM,
2012).

3.6 TECNOLOGIA PRODUTIVA

De modo tradicional, a Kombucha é produzida posicionando o SCOBY em um
caldo especifico de cha levemente acucarado para que seja possivel o processo de
fermentacdo. O quantitativo de chd, aciucar e SCOBY podem sofrer variacbes de
acordo com o volume de agua a ser utilizado (m/V). Seguindo essa légica, tem-se que:
0,5% de folhas de ché& para posterior infusdo; 5% (m/v) para sacarose; 24% (m/v) do
SCOBY e um total de 20% (v/v) de caldo de Kombucha apés fermentacdo (SHADE,
2011).

Passado o resfriamento da infusédo agucarada, considerando uma temperatura
que varia, impreterivelmente, entre 20° e 22°C, adiciona-se o0 SCOBY dentro de um
recipiente que deve ter sido anteriormente e devidamente esterilizado. Apos a adi¢cao
da Kombucha fermentada, se percebera a diminuicdo do pH, chegando a uma média
de 5, de maneira que o crescimento de microrganismos nao desejados seja
completamente inibido (BLAUTH, 2019).

Com isso, o recipiente em que foi adicionado a bebida deve ser integralmente
coberto por meio de um anteparo que seja permeéavel a gases e que, a0 mesmo
tempo, evite a entrada de insetos e impurezas. Além disso, deve-se considerar que a
temperatura mais propicia para a realizacdo do processo de fermentacdo € uma
variavel entre 18° e 26°C (SHADE, 2011).

Logo depois dos primeiros dias de fermentagéo, uma fina colonia de bactérias
e leveduras sera formada e se acumulara na superficie do liquido. No decorrer dessa
fase, o chi passara a exalar um odor caracteristica da fermentacdo e, a0 mesmo
tempo, serd possivel visualizar bolhas de gas decorrentes da producdo de gas
carbonico.

A cultura mée continua com o seu volume inicial, sempre abaixo da nova cultura
gue se formou e, por causa disso, se posiciona na base do recipiente, afundando no

liguido fermentado. Apés alguns dias, é possivel notar a formacdo de uma nova
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cultura. Assim, as culturas sdo removidas, o liquido que sobrar deve ser filtrado e
disposto em garrafas que precisam ser tampadas e armazenadas de forma refrigerada
(BLAUTH, 2019).

E importante afirmar, ainda, que o tempo de fermentacdo destinado a
Kombucha é essencial para a definicdo do seu sabor, sendo esse processo separado
um tempo que varia entre 2 e 14 dias. A concentracdo e composicdo de acucar, de
cha e da prépria procedéncia do SCOBY se modifica conforme as preferéncias

daqueles que consomem e/ou produzem a bebida (EL-SALAM, 2012).

Figura 2. Fluxograma do processo produtivo da Kombucha.

‘ Sacarose 20g/L a 100g/L ’

’ 10 a 12 g/L de ervas secas ’

‘ Infusdo 2 a 10 min ’

Liquido fermentado 10%

SCOBY

Fermentacgdo 7 — 12 dias

Temperatura 22 a 30°C

Fonte: Autor (2022).

3.7 CELULOSE BACTERIANA

A celulose bacterina é um polimero natural que apresenta caracteristicas
especiais: estrutura nanométrica, alto indice de cristalinidade, alta capacidade de
absorcdo de agua, pureza e biocompatibilidade. As bactérias do género

Gluconacetobacter sdo as principais responsaveis pela sintese de celulose bacterina
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(DONINI et al.,, 2010). Sao bactérias Gram-negativo, ndo patogénico, pode ser
encontrada na natureza em vegetais, frutas e produtos fermentados (De Amorim et
al., 2019). O polissacarideo formado pela CB é excretado pelas células, por ser
sintetizada através de organismos vivos € considerada um biopolimero (Sriplai &
Pinitsoontom, 2020).

A celulose vegetal comumente usada € impura, pois, apresenta grande
quantidade de lignina ou hemicelulose o que confere a ela resisténcia as reacdes
quimicas. A celulose bacterina possui a mesma férmula molecular da celulose vegetal
(CeH100s5)n, mas seus aspectos fisicos e quimicos sdo diferentes (REZAEE et al.,
2008), possui diversas vantagens como alta pureza, melhor resisténcia mecanica,
cristalinidade e hidrofilicidade (PHISALAPHONG, 2008).

Figura 3: Estrutura linear da celulose

e

H
Hoooy
O——Hn e —|CH-

Hﬂ_ﬂ_,OIIIIIIIIII

8] ||||mm|u|mH_Q
[J———Hmmn

H H

11'.11\“

ity

Fonte: Donini et al., (2010).
A estrutura quimica da celulose bacteriana é constituida por unidade de B-D-
glicopiranose unidas por ligag6es glicosidicas 3-(1-4). A presenca de hidroxilas facilita

ligacdes com diferentes grupos funcionais (COIMBRA, 2016).
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Figura 4. Celulose bacteriana da Kombucha em cha

Fonte: Autor (2022).

A celulose bacterina, tem sido amplamente investigada como um novo tipo de
material de suporte devido a sua organizacdo estrutural, complexo reticular de fibra
fina, biocompatibilidade, alta capacidade de retencdo de &gua, e alta resisténcia a
tracdo. Tais propriedades tornam a celulose bacteriana um material com potencial

para varias aplicacdes (PUTRA, 2008).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 OBTENCAO E PREPARO DAS CULTURAS DE KOMBUCHA

A cultura de Kombuchéa provém de um preparo domeéstico na regido de Recife,
Pernambuco. A Kombucha caseira consiste em peliculas frescas imersas em cha
verde e Kombucha previamente fermentada, armazenadas sob refrigeracao.

Para reativacdo do SCOOBY as culturas da Kombucha foram preparadas em
79/L de extrato seco de cha verde posteriormente incubadas em repouso a
temperatura de 28 + 3°C durante 72 horas, estando aptas para utilizagdo no

experimento descrito.

4.2 OBTENCAO E PREPARO DOS SUBTRATOS

Os residuos de abacaxi e maca foram cedidos por empresas fornecedoras de
hortifruti. Os residuos foram coletados no proprio local de distribuicdo e,
imediatamente transportado para o laboratorio de Técnica Dietética — UFPE/CAV,
onde ficaram armazenas sob congelamento (-18°C) até processamento e utilizacao.
Para producdo dos meios os residuos foram descongelados e processados em
liquidificador com agua filtrada em quantidade que variaram de 10%, 20% e 30% de
insumo e posteriormente peneirado para obtencdo apenas do liquido, sendo
posteriormente colocado em vapor fluente por 15 min em autoclave, para utilizagdo

como meio de cultura estéril e resfriado & temperatura ambiente antes da inoculacéo.

4.3 FERMENTACAO DA KOMBUCHA E OBTENCAO DA BIOMEMBRANA

Os meios de cultura alternativos para a realizacéo do processo fermentativo da
bebida tipo Kombuché& foram compostos por extratos de residuos de abacaxi e maca
nas proporc¢oes de 10%, 20% e 30% de residuos. As solugBes com meio de cultura
foram divididas em porcdes de 300 ml em recipientes de vidros estéreis e procedido
da inoculagéo da cultura de Kombucha com 10% (v/v) de cha previamente fermentado
com a proporcéo de 100g/L de sacarose. Para ensaio controle foi realizada a producéo
da Kombucha em cha verde. Procedeu a verificagdo da producdo da biomembrana

em diferentes intervalos de tempo (7, 14 e 21 dias). Em cada periodo de cultivo, a
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biomembrana formada foi removida com uma pinca esterilizada, lavada com agua

destilada e pesada.

Figura 5. Planejamento experimental

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

'S Infusdo cha:
% 7g/L ext. seco cha verde
> .
Z  300ml 300ml 300 ml 10% agtcar
T 10% cha fermentado
(@]
10% 20% 30%
g
2:3 300ml  300ml 300 ml 300ml  300ml 300 ml 300ml  300ml 300 ml Preparo do meio:
- Abacaxi e maga
10%, 20% e 30% (V/v).
- 10 % agucar
0, 0, 0,
10% 20% 30% - 10% cha fermentado
<
(&3
é 300ml 300 ml 300 ml 300ml  300ml 300 ml 300ml  300ml 300 ml

Fonte: (Autor, 2022).

4.4 PROCESSAMENTO DA BIOMEMBRANA DE CELULOSE

A biomembrana de celulose formada previamente retirada do meio de cultivo e
lavadas com &gua destilada estéril foram purificadas para remover impurezas e
microrganismos aderidos. A purificacdo foi conduzida por imersdo da celulose em
NaOH 0,1 mol/L por 24h em estufa a 50° C, sendo posteriormente submetidas a
sucessivas lavagens com agua destilada até pH neutro, congeladas por 24h e
liofilizadas por 48h. A producéo de biomembrana foi em expressa em gramas de peso

Umido.
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4.5 PROCEDIMENTOS ANALITICOS
4.5.1 Medidas de pH

Os valores de pH foram medidos utilizando um pHmetro de bancada PHTEK
modelo PHS-3B. Para realizar a medi¢&o, o equipamento foi calibrado com solugoes
de pH de acordo com as instru¢des do fabricante. O equipamento foi limpo com agua
destilada entre a troca de cada amostra que era lida. Foi determinado o pH inicial de

todos os meios e medidos periodicamente nos tempos de 7, 14 e 21 dias.

4.5.2 Medidas sdlidos sollveis totais

Os valores de Brix foram obtidos através de um refratbmetro de bancada do
tipo ABBE, para determinacéo do indice de refracdo. As amostras fermentadas foram
colocadas em gotas sobre o cristal do refratdmetro, apds calibracdo com agua
destilada. Os resultados obtidos representam o indice de sélidos solUveis totais na

amostra, onde 1°Brix representa 1 grama de ac¢Ucar por 100 gramas de solucao.

4.5.3 Determinacao de glicose e nitrogénio

A determinacao dos valores de glicose foi realizada pelo método colorimétrico
enzimatico (Kit InVitro® — Glicose oxidase). Para determinar as concentracdes de
glicose das substancias testes, foi elaborada anteriormente uma curva padrao usando
uma gama de solucdes de glicose (10 e 100 mg/dL). Para determinacéo dos valores
de nitrogénio foi o utilizado o método colorimétrico Kit InVitro® para proteinas. Para
obtencéo dos resultados foi utilizado um leitor de microplacas modelo TP-Reader NM,

foi realizada a leitura da D.O 492nm para glicose e 550nm para proteinas.

4.6 CARACTERIZACAO DA MEMBRANA CELULOLITICA OBTIDA DA
FERMENTACAO DA KOMBUCHA

4.6.1 Difrac&o de Raios-X (DRX)

A andlise de difracdo de Raios-X foi realizada no Labtag do Departamento de

Engenharia Civil da UFPE. Em um equipamento da marca Bruker, modelo D2
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PHASER. Os parametros para a andlise foram de radiagdo CuKa (A = 1,5418 A) com
tensado de 40 kV e corrente de 30 mA, varredura angular de 5° a 70° (angulo de Bragg
- 20), velocidade varredura 1,2° por min e passo angular de 0,02 por segundo. Os
dados gerados, foram exportados para planilhas do Excel e os graficos gerados no
software Origin®.

indice de cristalinidade (IC) foi estimado pelo método descrito por Seagal et al.
(1959) segundo a equacao:

IC (%) = [(loo2 — lam) / 1002] x 100 (equacéo 1)

Onde loo2 € a intensidade maxima do pico de difracao para a regido cristalina referente

ao plano cristalogréafico 002 e lam € a intensidade da parte amorfa da amostra.

4.6.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros vibracionais na regidao do infravermelho foram realizados para
caracterizar as estruturas quimicas presente nas membranas de celulose obtidas a
partir dos diferentes meios de cultura, através de um equipamento de espectrémetro
IR PRESTIGE — 21 acoplado com suporte ATR — 8200HA (Shumadzu, Toquido,
Japao). A amostra foi depositada na célula do cristal (ZnSe e Ge) a temperatura
ambiente, com faixa de varredura no intervalo de 4000 - 700 cm™, com resolucédo de
2 cm™ e nimero de acumulacdo de 30 scans. Os dados gerados foram tratados no

software Origin®.

4.6.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras de celulose bacteriana (CB) secas em estufa a 28°C durante 48h,
foram montadas em “stubs” metalizadas com uma fina camada de ouro por
eletrodeposigcao para tornarem-se eletricamente condutoras. A MEV foi utilizada para
caracterizacdo morfologica da superficie das membranas de CB. A andlise de
microscopia eletrénica de varredura foi realizada no equipamento de marca TESCAN,
modelo Mira 3, localizado na Central analitica do Departamento de Quimica
Fundamental da UFPE, sob tensdo de aceleragéao eletronica de 10kv. As imagens
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foram adquiridas no modo elétrons secundarios com magnificacdes de 400 a 20 000

mil vezes.

4.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os microrganismos patogénicos Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9028, Candida albicans URM 5901, Candida kruzei
URM 6391 foram cedidas pela colecdo de microrganismos do Departamento de
Antibidticos da UFPE, Departamento de Micologia da UFPE, e Laboratério de
Experimentacdo e Analise de Alimentos (LEAAL), pertencente ao departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife/PE.

Os microrganismos foram cultivados em caldo Brain Heart Infuion (BHI) e
incubadas por 18 horas (cepas bacterianas) e 24 horas (cepas de Candida),
incubadas a 37°C. ApGs o periodo de incubacdo, 100 uL de cada linhagem de
microrganismos foram adicionadas a solugdo salina 0,9% estéril, até se obter a
concentracdo dos pré-inéculos padronizados de acordo com a escala de McFarland
0,5 (1,5x 108 UFC/mL).

A solucéo de celulose da kombucha foi preparada para obtencdo de uma
concentracdo inicial de 20mg/mL. Para isso, 8g de celulose da Kombucha foi
homogeneizada em 400mL de agua ultrapura em Liquidificador ultra turbo mallory
900W 220V, durante 10 minutos. A solucao obtida foi filtrada em membrana milllipore
de 0,45um. A solucédo foi armazenada em frasco de vidro com tampa em rosca
esterilizado até a utilizacdo para os testes de atividade antimicrobiana.

A acdo antimicrobiana foi avaliada pela técnica de microdiluicdo para
determinacao da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM), utilizando como revelador de
viabilidade a resazurina, assim como para determinacdo do indice de inibicdo da
viabilidade celular pela técnica de microdiluicéo, por leitura da densidade otica (D.O)
a 550nm.

Tanto a determinacdo da CIM, quanto do indice de inibicdo da viabilidade
celular foram realizados em microplacas de 96 pocos de fundo chato em caldo BHI. A
concentracéo final da solugcéo de celulose nos pocos variou de 0,0 a 12 mg/mL. Cada
poco recebeu 20pl do in6culo, 0 meio de cultura e as solucdes testes, completando

um volume final de 100pl. Conforme apresentado na tabela 1. A concentracdo de
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nutrientes do meio caldo BHI foi ajustado para todas as concentracfes de celulose,
no intuito de garantir a mesma disponibilidade de nutrientes em todos os pocos. A fim
de garantir o controle de esterilidade do meio e da celulose, e a viabilidade dos
microrganismos, a linha H foi preenchida com meio de cultura, meio de cultura e
inoculo microbiano e meio de cultura e celulose. Em seguida, o sistema foi agitado
suavemente, e incubado por 24 horas a 37 °C.

Apbs o periodo de incubacéo, para determinacéo da CIM foram adicionados 30
ML de resazurina, preparada em solucdo aquosa (0,01%), em todos 0S pogos e
reincubadas a 37 °C por 60 minutos. O crescimento foi observado pela mudanca de
cor de roxo escuro (células inviaveis) para rosa (células viaveis). Onde, a CIM foi
verificada na concentragdo mais baixa onde ocorreu a inibicdo do crescimento
microbiano. O teste foi realizado em duplicata.

Para determinacéo do indice de inibicdo da viabilidade microbiana foi realizada
leitura da D.O a 550nm das microplacas no tempo zero (assim que o sistema foi
preparado havendo distribuicdo da solugcdo de celulose, meio caldo BHI e
microrganismos), e no tempo final apds as 24h de incubagéo a 37°C. Como branco foi
preparada uma microplaca contendo meio de cultura com a solucdo de celulose
variando nas mesmas concentracdes testadas. O inéculo meio de cultura e
microrganismo foi considerado como crescimento 100%. Dessa forma, o indice de

inibicdo do crescimento microbiano (IICM) foi calculado pela equacéo 2:

Eq. IICM = 100 — (D.Ofinal — D. O inicial)

Tabela 1: Ensaio da atividade antimicrobiana realizada em placa de 96 pocos.

Linhas ST (ul) Meio (ul) Inoculo (ul)

A 60 20

B 50 30

C 40 40

D 30 50

E 20 60 20
F 15 65

G 10 70

H BRANCO

ST — Substéancia teste (Celulose de Kombucha) Fonte: Autor (2022).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA

A producéo de celulose bacteriana produzida pela Kombuchd em meios de
cultivo alternativos foi investigada para analisar a evolugdo durante o processo
fermentativo, utilizando ch& verde na propor¢cdo de 7g/L como meio controle em
comparacao com 0s meios com base nos residuos de abacaxi e maca que variaram
nas proporcdes de 10%, 20% e 30%, adicionado 100g/L de sacarose e 10% (v/v) do
cha previamente fermentado. Durante a fermentacéo nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias,
foram avaliados o pH, sélidos solaveis totais, glicose, nitrogénio (proteinas totais) e
peso seco. As analises foram realizadas em triplicata e os resultados calculados em
média e desvio padrao.

Os dados expressos na tabela 2 e na figura 5 sdo a média e desvio padréo do
peso seco das celuloses produzidas no meio controle de chi verde e nos meios
alternativos em diferentes concentracdes de abacaxi e maca, apos 21 dias de cultivo.
E possivel observar que os valores de producéo da celulose aumentaram, de uma
maneira geral, durante o tempo de fermentacéo. O ché verde e a mac¢a apresentaram
uma progressao de producdo menor, enquanto no abacaxi 20% observaram-se uma

maior producédo em 14 dias de fermentacéo.

Tabela 2: Dados do peso seco realizados durante os 21 dias de fermentacdo em meios de cultivos
alternativos.

7 dias 14 dias 21 dias
Substrato Umida (g/L) Seca(g/L) Umida(g/L) Seca(g/L) Umida(g/L) Seca (g/L)

CHA 27,70 0,50+0,1 32,40 1,70+0,4 183,50 0,50+0,1
VERDE
A 10% 17,50 0,90+0,1 18,20 250+04 153,60 0,60+0,0
A 20% 23,00 1,00+ 0,3 19,60 3,30+0,4 17,10 2,10+£0,1
A 30% 20,90 1,20+0,3 14,70 290+0,1 157,00 1,30+0,1
M 10% 35,60 0,50+0,1 10,30 0,60+0,0 167,00 0,60+0,1
M 20% 28,60 0,40+0,0 12,60 1,00+ 0,0 170,50 0,90+0,1
M 30% 24,20 0,40+0,0 13,70 0,50+0,1 170,90 0,90+0,1

Fonte: Autor (2022).
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Figura 6: Producao de celulose bacteriana em diferentes meios de cultivo durante 21 dias de
fermentacéo, apds secagem.
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Fonte: Autor (2022).

Na figura 5 pode-se observar melhor a producdo de celulose obtidas nos
intervalos de tempo 7, 14 e 21 dias, verificando que o meio produzido com abacaxi
20% houve uma maior producao em 14 dias. A celulose da maca nos primeiros 7 dias
de fermentacao se apresentou quebradica, ndo sendo possivel retira-la para pesagem
sem ocorrer perda de massa no meio de cultivo. A producdo de CB em A20%
apresentou uma producédo de 3,30 g/L em 14 dias de fermentacéo, representando a
melhor producéo do ensaio.

Vale ressaltar que a celulose bacteriana possui uma elevada capacidade de
absorcdo e de retencdo de agua, podendo apresentar um volume de
aproximadamente 98 % de agua (PECORATO et al., 2008). Com a secagem das
membranas foi avaliado o percentual de retencdo de agua durante o processo
fermentativo, obtendo uma média entre 90 — 98%, sendo o tempo de 14 dias o que
obteve menor percentual de retencdo de &gua, sugerindo que a exposi¢cdo da
membrana no meio durante um longo periodo tem uma maior retencdo de agua pelos
poros quando ao nivel que a producéo de celulose diminui.

O resultado de 3,30 g/L de massa seca obtido através da fermentacéo de 14

dias em residuo de abacaxi a 20% foram préximo ao relatado por Lima et al. (2017)
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gue obteve 3,38 g/L de massa seca em 10 dia de fermentacdo de Komagataeibacter
hansenii em suco de sisal. Schroeder (2019) obteve 0,82 g de CB seca em substrato

de acerola a 10% em 21 dias de fermentagdo com Kombucha.

5.2 POTENCIAL HIDROGENIONICO pH

Uma das condi¢fes que influencia na producgéo de celulose é o pH do meio de
cultura. De acordo com Lee (2014), a producéo do biopolimero de celulose bacteriana
ocorre entre 4,5 - 7,5, onde um maior rendimento € observado em um pH 6,5. Durante
0 processo fermentativo as bactérias presentes metabolizam os acucares e o0s
compostos nitrogenados produzindo metabdlitos secundarios como acido acético,

acido lactico e acido gluconico, alterando dessa forma o pH do meio.

Figura 7: Comportamento do pH nos meios de cultivos avaliados.
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Fonte: Autor (2022).

Conforme mostra a figura 6, houve uma diminui¢cdo do pH durante o processo
fermentativo nos diversos meios utilizados, corroborando que acidos organicos foram

sintetizados. Alguns autores relatam a reducao significativas de pH no processo de
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fermentacao tradicional da Kombucha, Filippis et al. (2018) obteve uma reducéo de
3,95 para 2,9 em 12 dias de fermentacdo. Segundo Sharma e Bhardwaj (2019)

maiores concentracdes de aglcar ndo levam ao aumento de massa celulésica.

5.3 SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS

O indice de refragdo que mede a concentracdo de solidos sollUveis totais foi
determinado nos meios de cultivos durante todo o processo de fermentagcdo nos
tempos 0, 7, 14 e 21 dias. Na figura 7 se verifica 0 consumo de solidos soluveis totais
durante o processo fermentativo, onde a reducdo mais expressiva foi das amostras
A20% e A30%, sendo as mesmas amostras com a melhor producdo de massa
celulésica.

Figura 8: Indice de refragdo dos meios alternativos durante o processo fermentativo da Kombuchd.

Solidos soluveis totais

0,14
X
0,13
i 4 o
i Y & Cha verde
0.12 " ® A10%
A 20%
20,11+ —w—A30%
o M 10%
B ~—4- M20%
0,10 M 30%
0,09 -
0,08 -
0,07 T T T

Tempo (dias)
Fonte: Autor (2022).
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5.4 GLICOSE E PROTEINA TOTAL

A figura 8 mostra o comportamento do nivel de glicose e proteinas nos meios
propostos durante o processo de fermentacdo no tempo de 21 dias. A producédo de
CB ocorre durante o consumo de glicose e proteina, confirmando o consumo das
fontes de carbonos e de nitrogénio presente nos substratos. No meio contendo maca
pode-se observar um aumento no teor de glicose e proteina apés 7 dias de
fermentacdo. Como a maca possui um pH mais 4cido que o abacaxi, iSso sugere a
presenca da bactéria Leuconostc mesenteroides, do grupo das bactérias laticas muito
comumente encontra em frutas. Com a reducéo do pH durante a fermentacédo o meio
torna suscetivel ao desenvolvimento da L. mesenteroide responsavel por produzir
exopolossacarideos (EPS) como a dextrana, deixando o meio mais doce e mais
viscoso, além de formar outros produtos como compostos nitrogenados aumentando

também a concentracdo de nitrogénio no meio.
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Figura 9: Quantificacdo de glicose e proteina durante o processo fermentativo da Kombucha.
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5.5 DIFRACAO DE RAIO-X

O espectro da difracdo de Raio-X da biomembrana obtida nos diferentes meios
de cultivo (&ngulo 26 variando 5° a 70°) foi realizado para verificar se os componentes
dos meios de cultivo interferem na cristalinidade da celulose. As figuras 9 e 10
mostram o espectro da difracdo de Raio-X da biomembrana de celulose de acordo
com os meios de cultivo. O indice de cristalinidade (IC) foi calculado com base na
intensidade dos picos obtidos através do DRX. Em cada uma das figuras seguintes
podemos observar trés picos caracteristicos da celulose |, geralmente obtida em meio

HS padréao.

Figura 10. Espectro da difragdo de Raio-X da Biomembrana obtida em meio de cha verde
(concentragao de agucar: 100g/L), 26 (5° a 70°).
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Figura 11. Espectro da difracdo de Raio-X da Biomembrana obtida em meio de maca (concentracao
da macga: 20% v/v, concentragéo de agucar: 100g/L), 26 (5° a 70°).
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Fonte: Autor (2022).

A celulose é composta por uma mistura de fases la e IB. Analisando as figuras,
apresentam picos de difracdo em 14,8°, 17,5° e 22,5° sendo esse Ultimo o mais
evidente, esses resultados foram aproximadamente o mesmo encontrado por Duarte,
2012. Os indices de cristalinidade para todas as peliculas foram bem préximos
apresentando 80,5% para cha verde e 79,4% para maca. De acordo com Tome, 2008
e Trovatti, 2011 a celulose bacteriana geralmente apresenta indice de cristalinidade
entre 60 e 95%.

5.6 FTIR

Os dados da espectroscopia infravermelho (FTIR) estdo apresentados na
Figura 11. em comprimento de onda de 4000 a 600 cm-1, da celulose bacteriana
obtida nos diferentes meios de cultivo. Os espectros mostram que 0S grupos
funcionais da celulose séo de fato encontrados nas membranas obtidas.

A regido de 3338, 3344 e 3342 cm referem-se ao estiramento de grupos
hidroxilas (OH) sendo caracteristica da celulose tipo |; 2895 e 2897 cm™ referente ao
estiramento alcanos (CH) e estiramento assimétrico de metileno (CH2)
respectivamente, também caracteristica da celulose. Os espectros 1554, 1633 e 1647

cm! sdo caracteristicos da presenca do grupo carbonila. Resultados préximo foram
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encontrados por Leonarski (2021) com bandas tipicas de celulose bacteriana com
transmissdo préximo a 3350 cm referente ao grupo hidroxilas, 2900 cm trecho de
CH, (CH2 e CH3), 1630 cm' e 1400 cm relacionado ao grupo carbonila da glicose,
esses resultados foram obtidos em celulose bacteriana obtida a partir da fermentacao
de Kombucha em subproduto de acerola. Espectros proximos a 1650 cm™ formado
por um pico menos intenso representa o estiramento C=C.

Pecoraro et al (2008) relatou frequéncias 1430 — 1330 cm™ representando
flexdo angula de C-OH e CH, as regifes identificadas neste trabalho onde os
espectros de 1423, 1427 e 1425 cm representam ligacdes H-C-H. As bandas 1315
e 1334 cm sugere regides cristalinas que sdo caracteristicas de membranas
bacterianas (ZHONG, 2020). Os espectros na regido de 1159 e 1161 cm referente a
ligacdo glicosidica (C-O-C) e deformacdo CH. Presenca de pico forte no espectro
1028 e 1029 cm sugere estiramento C-O(-C-O-C). As absorcdes 659 e 663 cm?

representam ligacao fora do plano OH também relatadas por Pecoraro (2008).



Figura 12: FTIR das amostras de celulose bacteriana obtidas em meios de cultura cha verde,
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As membranas de CB apresentadas mostraram semelhancas em seus
espectros, que reforcam os espectros da celulose tipo | relatado em literatura. Com os
dados obtidos também € possivel identificar que o processo de purificacdo foi
eficiente, ndo apresentando espectros de componentes residuais dos substratos

utilizados para fermentacéo.

5.7 MEV

A celulose bacteriana é formada a partir de uma rede de fibrilas que se agregam
formando microfibrilas e fibrilas macroscépicas (DING; ZHAO;ZENG, Y., 2014; MOON
et al., 2011). A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) permite a obtencdo de
imagens estruturais das amostras submetidas, sendo possivel avaliar a estrutura
morfologica das fibras de celulose bacteriana.

Na figura 12A de CB obtida da fermentacdo em cha verde, se pode verificar
uma estrutura de matriz densa, com poucos espacos interfibrilares bem caracteristico
da superficie superior que fica em contato com o ar. Resultado também encontrado
por Leonarski (2021), em celulose bacteriana produzida por bebida tipo Kombucha a
partir de subproduto de acerola como meio de cultivo.

E possivel observar a celulose na sua forma desfibrilada presente na figura 12C
de CB produzida em meio de abacaxi, isso ocorreu devido as amostras estarem na
forma de pé. Imagem semelhante das fibras de celulose foi encontrada por Souza e
Recouvreux (2016) em seu estudo de CB produzida por bactérias do género
Gluconacetobacter hansenii.

Nas figuras 12E e 12F de CB produzida em meio de maca, € possivel visualizar
uma rede de fibrilas de celulose bacteriana envolta nas fibrilas macroscépicas. As
cadeias de nanofibrilas de celulose possui comportamento emaranhado e
aglomerado. As micrografias mostram que a celulose obtida a partir da macgéa possuem
fibrilas mais porosas e a CB do Abacaxi possuem fibrilas macroscopicas mais densa.
Em todas as amostras obtidas é possivel observar a microestrutura da celulose
bacteriana, sendo possivel analisar que o tratamento utilizado para purificagdo foi

eficiente visto que nao foi encontrado células de microrganismos.
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Figura 13: Micrografia Eletrénica de Varredura de celulose bacteriana obtida a partir da fermentacao
de Kombucha em meios de cultivos alternativos: (A e B) CB controle cha verde; (C e D) CB Abacaxi e
(E e F) CB Maga.
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5.8 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Nas concentragbes variando de 0,0 a 12,0 mg/mL n&o foi encontrada a
determinacao da CIM para a celulose frente aos microrganismos testes. Contudo, na
tabela 3, é possivel observar o indice de inibicao de viabilidade de cada microrganismo
teste frente a diferentes concentracdes da solucdo de celulose, verifica-se que a
celulose manteve uma inibicdo acima de 65% para todas as concentragfes e
microrganismos avaliados, sendo a inibicAo concentracdo dependente. A
concentracdo de 12mg/ml apresentou 0os maiores percentuais de inibicdo. Diante dos
resultados obtidos acredita-se que com aumento da concentracdo de celulose sera

possivel se determinar a CIM.

Tabela 3: indice de viabilidade de microrganismo patogénicos frente a solugéo de celulose da
Kombuché em diferentes concentracdes. Resultado apresentado em percentagem (%).
Celulose Staphylococcus  Staphylococcus  Pseudomonas  Escherichia  Candida Candida

bacteriana aureus epidermidis aeruginosa coli albicans krusei

12 mg/ml 88,3+1,38 81,3+1,0 97,5+0,7 80,0+2,0  83,9+0,5 86,3+0,6
10 mg/ml 81,5+4,1 82,8+0,8 88,0+4,3 77,8£3,2  81,2+5,8 86,0+5,8
8 mg/ml 81,1+5,6 78,5+2,0 89,0+£1,4 74,8+2,3  82,3%3,6 72,1125
6 mg/ml 73,5+1,5 79,00+0,1 85,6+0,3 69,8+0,4  75,7+0,6 80,9+0,0
5 mg/ml 73,4+1,1 67,8+2,6 82,1+0,5 67,2+1,2  71,9+1,7 68,1+1,0
2 mg/ml 67,9+3,4 68,948,1 77,2+0,9 65,9+1,1 71,3#8,6 65,4+2,5

Fonte: Autor (2022).
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6 CONCLUSOES E SUGESTOES

Diante do exposto, pode-se observar que 0 uso de substratos alternativos para
obtencdo de celulose bacteriana possui um potencial promissor, sendo ainda
necessarios alguns ajustes no pH e no enriquecimento com nitrogénio, para obtencéo
de uma melhor producédo. Outro ponto promissor € a reutilizacdo de matérias que
seriam descartados poluindo a natureza, direcionando dessa forma a outras
finalidades preservando o meio ambiente.

A partir dos estudos obtidos através da fermentacdo de Kombucha nos
substratos alternativos foi possivel verificar o crescimento de pelicula celulésica de
forma eficiente. As analises de DRX, FTIR e MEV permitem concluir que a CB obtida
possui 0 grau de cristalinidade esperada e estrutura caracteristicas da celulose
bacteriana ja utilizada.

O baixo custo dos materiais utilizados e os resultados obtidos se tornam
atrativos para a continuidade das pesquisas, sendo necessario comparar a producao
de celulose em meio HS com a producdo em meios alternativos, verificando a
viabilidade financeira de producdo em escala industrial.

Sugere-se nos proximos estudos viabilizar o enriquecimento do substrato para
obtencdo de um melhor resultado de producdo de CB. E estudar a degradacao da

biomembrana simulando o meio ambiente.
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ANEXO A — CAPA DA REVISTA AVANCOS EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS.
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ANEXO B — CAPITULO DE LIVRO INTITULADO: KOMBUCHA: DO “CHA DA
IMORTALIDADE” A PRODUGAO DE CELULOSE BACTERIANA.
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ANEXO C — CAPITULO DE LIVRO INTITULADO: BIOPOLIMEROS NA
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AGROINDUSTRIAIS A PRODUGCAO DE BIOPOLIMEROS.

24

Biopolimeros na industria de

alimentos: do aproveitamento de
residuos agroindustriais a producao de
biopolimeros

1 Felipe Ravelly Alves de Souza
PPGBIOTEC/UFPE

1 José Sebastido Thiego de Oliveira
PPGBIOTEC/UFPE

1 Daniella Pereira da Silva
PPGBIOTEC/UFPE

1 Michelle Galindo de Oliveira
CAV/UFPE

1 Danielle Dias Neves
UFRPE

1 Wagner Eduardo da Silva
UFRPE

1 Thayza Christina Montenegro Stamford
UFPE

d - ' 10.37885/210303531

55



	794933f512b2a3db93517af0d8e2093556c62125b8a27a0df1b78597c9dc56ca.pdf
	1a270a20e2e2bc4af0a96d1c7d01954cd0e5f4d75b632f28235b6181039e2673.pdf
	794933f512b2a3db93517af0d8e2093556c62125b8a27a0df1b78597c9dc56ca.pdf

